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NASTAVNO-NAUdNOM VECU TEHNOLOSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U NOVOM SADU
pREDMET: Izvestaj Komisije za ocenv i odbranu doktorske disertacije
mr Mirjane G. Antov
Nastavno-naudno ve6e Tehnololkog fakulteta rJn\verziteta u Novom Sadu je na I
sednici odrZanoj 12. oktobra 2000. godine imenovalo je Komisiju za ocenu i odbranu uradene
doktorske disertacije kandidata mr Mirjane G. Antov, pod nazivom "RASPODELA
PEKTIN AZAU VODENIM DVOFAZNIM SISTEMIMA'' U SIEdE6CM SASTAVU:
l. Dr Suzana petrovi6, redovni profesor Tehnolo5kog fakulteta Uruverziteta u
Novom Sadu, Predsednik;
2. Dr Draginja peridin, redovni profesor Tehnolo5kog fakulteta Univerziteta u
Novom Sadu, mentor, 6lan;
3. Dr Slavko Kevre5an, redovni profesor Poljoprivrednog fakulteta Univetziteta u
Novom Sadu, dlan.
Komisija je, ,, navedenom sastavu, pregledala uradenu doktorsku disertaciju lnr Mirjane
G. Antov i Nastavno-naudnom ve6u podnosi slede(i
IZVESTAJ
O OCENI DOKTORSKE DISERTACIJE
Doktorska disertacija kandidata mr Mirjane G. Antov, pod nazivom "Raspodela
pektinaza u vodenim dvofaznim sistemima", napisanaie na 88 strana, u skladu sa savremenim
principima izlaganja rezvltata naudno-istraLivadkog rada, i sadrLi 20 tabela, 13 slika i 188
literaturnit naroda. Doktorska disert aclja obuhvata 7 poglavlja: Uvod, Teorijski deo, Materijal
i metode, Rezultati i diskuslja, Zakljudak, Literatura i Skracenice i oznake.
U disertaciji je, pored navedenog, predstavljeni kljudna dokumentacijska informacija, sa
izvodima nu ,.prk"- i engleskom jeziku, u skladu sa vaLelom zakonskom regulativom, i
sadrlaj.
u poglavlju uvoD ukazano je na potrebu uvodenja novih vrsta tehnika, koje se
koriste u biohemiji, a koje bi adekvatno mogle pratiti razvoj ove nauke, kako na
fundamentalnom, tako i na primenjenom planu. Bez obzira na postojanje velikog broja metoda
za razdvalanje i predisdavanje uiotremilsti vaLn\hjedinjenja, novi kriterijumi obuhvataju i
potrebu za pove;anom selektivnos6u raidvaiania i predi56avanja ekstremno osetljivih proteina'
kakvi su npr. enz\mi.u tom smislu se razdvnpnii enzimaraspodelom u vodenim dvofaznim
sistemima rzdvaja kao jedna od naiatraktiunilii, tehnika,, ne samo po brzini izvodenja i
efikasnosti udink a,ve6i po osobinamq koje ih dine pogodnimzarad sabioloskim materijalima'
u skladu sa savremenim trendom upotrebe vodenih dvofaznih sistem a za 
kultivaciju
mikroorg an\zama u cilju produkc \je enzima, dime se otvara mogudnost zamene mehanidkog
odvajanja biomase od proizvoda ekstrakcionim procesom, u kome su uslovi odabrani tako, 
da
omogu6e njihovu raspodelu u suprotne faze, definisano je i opredelje,rle rada na \zudavanju
raspodele pektinaza u vodenim dvofaznim sistemima, sastavljenim od polietilen glikola 
i
dekstrana, sa ciljern da se isPita:
. uticaj molekulske mase dekstrana, masenog udela polimera, dva\ne veznih linija i odnosa
zapremina faza na raspodelu pektinaza u model sistemima, iskazan ktoz parametre 
koji
karakteri5u ovaj fenomen, kao Sto su koeficijent raspodele, prinos i stepen prediscenosti u
gornjoj faz\;
. uticaj vrste i koncentracije neorganskih soli, dodatih u dvofazni model sistem, na raspodelu
pektinaza, pratenjem navedenih puru*etara raspodere, kao i uticaj pH u model vodenim
dvofaznim sistemima;
o mogucnost kultivacije gljive polyporus squamosus u vodenom dvofaznom sistemu,
sastavljenom od polietilen glikola i dekstrana, sa ciljem istovremenog dobijanja dva
proizvoda, pektin aza i biomlse, koji bi bili razdvoieni u razhd\tim fazanra, a na osnovu
r erultata dobij enih u model sistemima,
. mogu6nost kultivacije p. squamosus.i dobijanje pektinazauvodenim dvofaznim sistemima,
tco3i ui umesto pektina, sadti.avali\zluLene repine rezance'
U poglavlju TEORIJSKT DEO, krozpregled najnovije literature' objasnjen je pojam i
nastajanje vodenih dvofaznih sistema, kao .rroJ ,, predstavljanje njihove primene, kako u
biohemiji, tako i u mnogobrojnim granama nauke'
Deo o teorijskim aspektima razdvajaryafazau vodenim dvofazn\m sistemima obuhvata
pregled vaLe1rh teorija o nastajanju faznih sistema sa termodinamidkog stanovista, kao i
ut tr.tnitt doprinosa ovim razmatranjima'
Iako zapravotercijalni, vkazano je na uobidajen nadin predstavliania dvofaznih vodenih
sistema kao dvokomponentnih, putem dvodimenzionalnih fazn\h dijagrama' velidine, koje se
mogu odredivati sa ovakvog dtjagrama, se odnose na duLinu veznih linija i odnos zaprem\na
faza, koje su u tekstu i definisane'
objasnlen je i princip razdvaianja supstanci u vodenim dvofaznim sistemima i definisani
su parametri, koji karakterisu ovaj rcro*., , lcroz koeficijent raspodele i prinos u gornjoj fazi'
ukazano je na zna(aj pravog izbora mnogobrojnih faktora, koji su od znadaia prilikom
razdvajanja supstanci u vodenim dvofazn\m sistemima, a koji se odnose na osobina sistema, sa
jedne, odnosno, supstance, sa druge strane. Zatim sledi pregled karakteristika supstance, koje
utidu na njenu raspodelu, a koje obuhvataju njenu molekulsku masu, naekektrisanje i
hidrofilnost/hidrofobnost. Kroz detaljan pregled literature, obja5njen je uticaj molekulskih masa
polimera, koncentracije konstitu enata faznog sistema, duZine vezruh linija, zapreminskog
odnosa, kao i vrste i koncentracije jona i pH dvofaznog sistema na raspodelu.
Vodeni dvofazni sistemi su, kao moderna i efikasna separaciona tehnika, naSli Siroku
primenu ne samo u fundamentalnoj i primenjenoj biohemiji, ve6 i u mnogim drugim granama
nauke. Dat je i pregled njihove primene u analitidke svrhe t za razdvajanje proteina, delova
teyjai samih celija, potkrepljen najnovijim literaturnim navodima. Posebna paLnjaje posvecena
upotrebi vodenih dvofaznih sistema za biolo5ke konverzije, kako enzimske, tako i
mikrobiolo5ke prirode. Pri tome je ukazano na prednosti upotrebe ovakvih sistema, koje se
ogledaju u mogudnosti pove6anja prinosa i produktivnosti u odnosu na konvensionalne
ekstrakcije, lakom projektovanju u industrijskim razmerama, smanjenju inhibicije proizvodom
njegovim uklanjanjem neposredno po nastanku, spredavanju raspadanja proizvoda
skra6ivanjem vremena boravka u bl\zini biokatalizatora, pri demu je upotreba ovakvih sistema,
moglo bi se redi, dak i neophodna u sludajevima stvaranja veoma toksidnih ili nestabilnih
proizvoda. Dalje, biokonv erzlje u vodenim dvofaznim sistemima pruLajt mogu6nost
kontinualnog izvodenja operactje, vz zadrLavanje i ponovnu upotrebu biokatalrzatora,, dime se
takode znadilno poveiava ukupna produktivnost, a rntegracijom delova proceas, u kojim se
rzvodt biokonverzlja t izdvajanje i predi5cavanje proizvoda, smanjuje se broj koraka u
operacij ama nj egovog dob rjanja.
rJkazanoje i na dinjenicu da se operacije u vodenim dvofaznim sistemima mogu izvoditi
na iarLni i kontinualni nadin, a literaturno su potkrepljeni, kao prednosti, tako i nedostaci
svakog od njih.
Kako je ova doktorska disertacija orijentisana na ispitivanje raspodele pel<tinaza u
vodenim dvofaznim sistemima, u teorijskom delu je predstavljen detaljan pregled najnovije
literature, koja se odnosi na ove enz\me, a posebnapaLnjaje posvelenamehanizamima, koji su
od znadaja prilikom regulacije njihove sinteze i sekrecije kod fungi. Ukazano je i na zna(,aj kojt
fungalne pektrnaze imaju u procesima biljne patogeneze, kao deo enzimskog kompleksa koji
razgraduje 6elijski zid biljke. Potreba za prevencijom biljnih bolesti izazvanrh fitopatogenim
plesnima, doprineLa je, u poslednje vreme, trrtenzivnom istraZivanju pektinaza i karaktertzacijr
gena koji kodiraju njihovu sintezu, dime se, sudeci po citiranoj najnovijoj literaturi rz ove
oblasti, otvaraju mogu6nosti da se do detalja ne samo upozna, ve6 i utide na proces njihove
ekspresije.
Pored toga, dat je r prlkaz industrijske proizvodnje pekttnaza, uporedo sa pregledom
tehnika kultivacije, medijuma i najnovijih tehnika, koje se vr5e na molekularnom nivou kod
industrijski vaZnih fungi u cilju pobolj5anja vrsta. Pri tome je istaknuto da bi kultivacija fungi u
vodenim dvofaznim sistemima, koja do sada nije ostvarena, predstavljala elegantno i integralno
re5enje procesa dobijanja i\zolac\je ovih enz\ma.
Kroz pregled najnovijih literaturnih navoda opisane su oblasti i tehnike primene
fungalnih pel<tinaza, kao i prednosti njihovog kori5cenja u procesima cedenja i maceracije
biljnog tkiva, sa osvrtom na najnovije trendove upotrebe ovih enzima u proizvodnji
funkcionalne hrane.
Sledi, zatim, detaljno literaturno potkrepljen, prtkaz produkcije, osobina i primene
pel<finaza gljive P olyporus squamosus 
.
U poglavlju MATERIJAL I METODE navedeno je koje su hemikalije i komercijalni
enzimski preparat kori5ieni u radu, a takode i proizvodni mikroorganizam, uz uslove dobijanja
inokuluma i same inokulacije. U ovom poglavlju je predstavljen i nadin pripreme model
vodenih dvofaznlh sistema, odredivanja binodalnih krivih i veznih linija, sastava faza, kao i
podloga zaltiltlaciju u homogenim r dvofaznim sistemima.
Predstavljene su i procedure za odredivanje:
. biomase, preko sadrLajaRNA, spektrofotometrijskom metodom;
. redukujuiih 5e6era, radunatih na glukozu, spektrofotometrijskom metodom;
. proteina, spektrofotometrijskom metodom, uz BSA kao standard,
' 
aktivnosti endo-p ektinaze viskozimetrijskom metodom, pracenjem smanjenja specifidnog
viskoziteta reakcione sme5e;
. aktivnosti egzo-pektinaze spektrofotometrijskom metodom, merenjem produkata nastalih
delovanjem enzim a, a izrazenih kao galakturonska kiselina;
. aktivnosti dekstranaze, spektrofotometrijskom metodom.
Definisani su parametri raspodele, koji ie biti praieni u eksperimentima - koeficijent raspodele(K), prinos u gornjoj fazi (Y) i stepen predi56enosti u gornjoj fazi (st.pred.), a data je ijednadina po kojoj je tzradunavana duZinaveznlh linija.
Koncepcija predstavljanja i diskusije rezultata u poglavlju REZULTATI I
DISKUSIJA podrazumeva definisanje dvofaznog sistema u kojima su vr5eni eksperimenti
raspodele, u smislu odredivanja binodalne krive i poloLaja vezruh linija. Zatrm sledi prrkaz
ispitivanih parametara raspodele pektinaza komercijanog preparata u model dvofaznim
sistemima, uZ, literaturom potkrepljeno, anahziranje i obja5njenje rezultata, i, kao poslednji
korak, koji proishodi iz rezultata prethodnih eksperimenata, predstavljarye rezultati ogleda
kultivacij e Polyporus squqmosus u vodenim dvofaznim sistemima.
Rezultati ispitivanja komercijalnog enzimskog preparata i uzoraka kultivacionih
tednosti na aktivnost dekstranaze su bili negativni, dime je jedan od uslova odrLanja dvofaznog
sistema kao takvog, bio ispunjen.
Raspodela pektinaza komercijalnog preparata pracena je u model sistemima
sastavljenim od polietilen glikola 4000 i dve vrste dekstrana - sirovog i dekstrana 40000. Uticaj
udela polietilen glikola i sirovog dekstranana parametre raspodele pektinazaje ispitivana tako
Sto je udeo jednog od polimera menjan uz nepromenjen udeo drugog. Povedanje udela
polietilen glikola pri stalnom udelu od 7.5% (w/w) sirovog dekstrana pokazalo je negativan
uticaj na koeficijente raspodele endo-p ektinaze (endo-p) i egzo-pektinaze (egzo-p) i njihove
stepene predi5ienosti u gornjoj fazi, ahje poveialo odnos zapreminafaza. Najveie vrednosti K
su dobijene pri najnlLoj ispitivanoj vrednosti udela polietilen glikola od 5o/o (wlw) i iznosile su
1.76 za endo-p i 1.22 za egzo-p, dok su najvede vrednosti stepena predi5ienosti, dobijene pri
istim uslovima iznosile za endo-p 6.66, odnosno za egzo-p 7.30. Ovakvo pona5anje oba
ispitivana trpa pektinaza je pripisano povecanju hidrofobnosti gornje faze sa povedanjem udela
polietilen glikola i teZnjom enzima ka manje hidrofobnoj sredini. Isto pona5anje su endo-p i
egzo-p ispoljili i u model sistemu sastavljenom od polietilen glikola 4000 i dekstrana 40000 -
najbolji parametri raspodele su postignuti pri najntZ,em ispitivanom udelu dekstrana 40000 -
7 .5% (w/w) uz stalnih 7 .5% (w/w) politilen glikola, ali su i tada njihove vrednosti za endo-p
(npr. K"ndo 0.22)brle znatno niZe od onih u sistemu sa sirovim dekstranom,, dok je K"oo iznosio
2.04 Generalno su stepeni predi5cenosti endo-p t egzo-p u gornjoj fazi u sistemu sa sirovim
dekstranom bili vi5i od onih u sistemu sa sdekstranom 40000.
Ispitivanje uticaja masenog udela sirovog dekstrana na raspodelu pektinaza v model
sistemu vr5eno je pri stalnoj vrednosti za udeo polietilert glikola od 5yo (w/w) Najveii
koeficijent raspodele endo-p je dobijen u sistemu sastava 5o/o (wlw)l 5Yo (wlw) i iznosio je
2.43, dok je najve6i K"*,o bio 0.79 i postignut u sistemu sa 3%o (w/w) sirovog dekstrana.
Poveianje udela sirovog dekstrana je imalo negativan uticaj na stepene predi5cenosti oba tipa
pektinaza, te su maksimalne vrednosti postignute u sistemu sa najn\L,om ispitivanom vredno5iu
dekstrana od 3'/o (w/w). Razlidit uticaj, koji je promena udela sirovog dekstrana tmala na
koeficijente raspodele endo-p i egzo-p, obja5njen je polidisperzno56u ovog polimera i
razhditom raspodelom frakcija molekulskih masa u sistemima razl\ditog sastava.
Ispitivanje uticaja duZine veznlh linija na raspodelu pektinaza enzimskog preparata u
model sistemu polietilen glikol/ sirovi dekstran (uz uslov da je odnos zapreminafaza bio jednak
jedinici) pokazalo je da je pove6anje njihove duZine uticalo na smanjenje, kako koeficijenata
raspodele endo- i egzo-p, tako i prinosa u gornjoj fazi. Najbolji reztiltatr su dobijeni u
dvofaznom sistemu sastav a 5oh polietilen glikol/ 4oh sirovi dekstran, sa pripadaju6om najkraioj
ispitivanom veznom linijom duZine 7.44Yo - koeficijenti raspodele endo-p i egzo-p su bili 1.66 i
0.95, a prinosi u gornj oj fazi 60.850 za endo-p, odnosno 47.07o/o za egzo-p. Ovakav uticaj
duZine veznth linija na raspodelu enzima obja5njem je adekvatnim promenama u hidrofobnosti i
medufaznom potencijalu. Promene u stepenu predi56enosti sa pove6anjem duZine veznrh linija,
koje po trendu nisu pratile promenu koeficijenata raspodele (najveii stepen prediScenosti endo-
p, 6.14, na veznoj liniji duZine 17.360A, odnosno egzo-p, 5.84, na veznoj liniji 22.30%)
pripisane su neselektivnoj raspodeli ostalih proteina, rzazvanol polidisperzno5du sirovog
dekstrana.
Kako je za efikasnu separaciju u vodenim dvofaznim sistemima i dobar prinos potrebno
odabrati optimalan odnos zapremina faza, ispitan je uticaj ove velidine na parametre raspodele
na veznoj liniji duZine 13.98%. Poveianje odnosa zaprem\na faza smanjilo je koeficijente
raspodele endo-p i egzo-p, kao i stepene njihove predi5denosti, a u isto vreme poveialo, do
izvesne granice, prinos u gornjoj fazi model sistema sastavljenog od polietilen glikola 4000 i
sirovog dekstrana. Tako je pri odnosu zapreminafaza od 0.1, K.ndo bio 1 .62, a K"r,o 1.04, dok
je pri vrednosti ovog odnosa od 3.0 postignut prinos od 70.33o/o za endo-p i 68.65% za egzo-p
u gornjoj fazi sistema.
Na veznoj liniji duZine 7 .44o , koja je bila najblli.a binodalnoj krivi, velike promene u
vrednosti odnosa zapremina nisu tzazvale adekvatno smanjenje koeficijenta raspodele egzo-p t
endo-p, dok je u isto vreme prinos enzima u gornjoj fazi rastao sa povedanjem ove velidine.
Ovi rezultati su ukaza\t na mogudnost da proteini, odgovorni za enzimsku aktivnost, pokazuju
optimalno pona5anje u onom delu faznog dijagrama dvofaznog sistema, sastavljenog od dva
polimera, u kome su razllke izmedu sastava faza manje tj na veznim linijama bliskim
binodalnoj krivi, kao Sto je to pokazano za sisteme polimer/so.
Dodatak amonijum sulfata i natrijum sulfata u model sistem sastavljen od polietilen
glikola 4000 i sirovog dekstrana, u koncentracijama od po 15 mmol/l poveiao je koeficijente
raspodele endo-p 1..25, odnosno 1.2 puta, dok j€ K"*,o u prisustvu 15 mmol/l amonijum sulfata
i 5 mmol/l natrijum sulfata b\o za 60% vedi od onog u sistemu bez soli. Dalje povecanje
koncentracije soli u dvofaznom model sistemu negativno je uticalo, kako na koeficijente
raspodele pektinaza, tako i na prinos i predi5cenost u gornjoj fazi, ltoje obja5njeno delovanjem
soli na vi5e nivoa prilikom raspodele proteina. Generalno, vedi stepeni predi56enosti su
postignuti u dodatkom natrijum sulfata u dvofazni sistem u odnosu na amonijum sulfat, Sto je
verovatno bilo posledica selektivnije raspodele proteina, odgovornth za aktivnost, u gornju
fazu sistema, kada su u njemu bili prisutni joni natrijuma i sulfata.
Kako eventualni uticaj fosfata na raspodelu proteina podraztmeva, kako efekt njegove
koncentr aclje, tako i pH vrednosti, u eksperimentima u model sistemu, sastavljenom od
polietilen glikola 4000 i sirovog dekstrana, je ispitano kako ove dve promenljive deluju na
raspodelu pektrnaza komercijanog preparata. Pracenjem parametara raspodele u prisustvu
fosfatnog pufera KHzPO+-K2HPO q razh(\trh pH vrednosti se utvrdilo da povecanje pH
favorizuje raspodelu endo-p aktivnosti u gornju fazu sistema, uz adekvatan porast prinosa u
njoj, pa su i najvece vrednosti dobijene na najvedim ispitivanom pH (K.,ao 0.9, Y",,4,62.2604).
pozitivan trend su sa povecanjem pH imali i koeficijent raspodele i prinos egzo-p, ali samo do
pH 7.0 (K.r,o 0.76, Y.gro 56.76%), a pad vrednosti ovih parametara na pH 7.5 mogao se
smatrati posledicom pH nestabilnosti ovo g enzima. Najveii stepen predi5denosti oba enzima
postignut je na pH 7.0, Sto je verovatno bilo posledica najselektivnije raspodele proteina
odgovornihzaaktivnost u gornjufazu.Ispitivanje uticaja koncentracije fosfatnog pufera pri pH
7.0 pokazalo je da njeno povecanj e favortzuje raspodelu endo-p u gornju fazu sistema, te su
najvece vrednosti parametara,, koji karakteri5u ovaj fenomen, dobijene pri najve6oj ispitivanoj
koncentraciji od 0 4 molfl (K",,ao 4.21, Y",do 85.780 i st.pred 10) Ovakav efekt pripisan je
stvaranjem kompleksa (gela) izmedu fosfatnih anjona i dekstrana, koji istiskuju endo-p u
gornju fazu. Prisustvo fosfata u model sistemu povedalo je udeo polietilen glikola u sistemu,
pri kojoj se dobijaju najbolji rezultati raspodele oba tipa pektinaza, na 7.5Yo (wlw), u odnosu
na sistem bez fosfata, u kome su najbolji rezultati dobijeni pri 5o/o (w/w).
U okviru ispitivanj a utrcaja soli na raspodelu pektinaza komercijalnog preparata u
model sistemu, odreden je uticaj natrijum hlorida, kao jedinjenja desto obradivanog u
tstraLivanjima ove vrste. Dodatak natrijum hlorida u dvofazni sistem smanjio je koeficijente
raspodele endo-p i egzo-p i njihove prinose i stepene predi5denosti u gornjoj fazi u svim
ispitivanim koncentracijama (5-37.5 mmol/l), Sto se moZe pripisati negativnom naelektrisanju
pektinaza na ispitivanom pH 5.0.
IJz\majuci u obzir rezultate ispitivanja raspodele pektLfiaza u model sistemima, potrebu
za smanjenjem sadrlaja polimera u podlozi, motivisanu ekonomskim razlozima i vrednoS6u
viskoziteta, kao i dinjenicu da je rast ielija mikro organizama optimalan u blizini binodalne
krive, kultivacij a Polyporus squamosus na pektinu u vodenom dvofaznom sistemu je \zvedena
u podlozi sa 5%o (w/w) polietilen glikola 4000 i 4% (w/w) sirovog dekstrana. Koncentractja
amonijum sulfata u podlozi je bila povedana za l5 mmolll, u skladu sa rezultatima iz model
sistema. Koeficijent raspodele pektina je bio 0.25, odnosno vedina pektina se nalazila u donjoj
faz\ sistema. Rast gljive se odvijao iskljudivo u donjoj fazi sistema, pri demu 
je kolidina
produkovane uiomase b\la 4.5, ukupn e egz.--p aktivnosti t.sz puta 
veca, a endo-p aktivnosti
jednaka onoj u kontrolnom homogenom medijumu. Povedana produkcija egzo-p aktivnosti
objasnjena je prisustvom porietileri glikola u medijumu, odnosno njegovom interakcijom sa
povr*inom cerije koja izaz'apromenu permeabilnosti, uzpretpostavku da 
je ovai enz\mvezan
za cerrju, kao Sto je to sludal kod n.tit, Tngi. ustanovrj.eno je da se vrednosti 
paramelara
raspodele menjaju tokom kuitivacije, sto je 
"pripisano 
uiicaju biomase i medijuma' kako u
smislu potrosnje njegovih konst itueiata,tako i^prtirvo6rj? metabolita, koji na raspodelu 
mogu
uticati direktno lli kroz promenu ravnoteznih toncentracija polimera u fazama' 
Pri tome su'
drugog danakultivacije, ostvareni najporot3ni3i parametri iasiodele i 
za endo-P (K"'ao 2'45' Y
go.z2yo,st.pred. 7) \ za egzo-p 1K.r^"6.6, Y gotovo 5Oo/o, st.pred. 5.19).
Kultivacija gljive p. squamosusje bila mogu6a i u dvofaznorn sistemu sastavljenom 
od
polietilen glikola +OOO i dekirana 40000 , i ,u{podelu biomase u donju fazu sistema, ali 
se
sistem sa sirovim dekstranom, po kolidini produkovane aktivnosti 
i parametrima raspodele'
pokazao kao bolji tzbor '
Ispitivanje uticaja amonijum sulfaJa tokom kultivacij e p. squamosus u dvofaznom
sistemu, sastava 50h (wlw) polieiilen glikol 4000/ 40/o s\rovr dekstran, na raspodelu 
peljrnazq
pokazaro je da je povedana koncentracija ove soli u medijumu (za 15 mmol/l) treceg dana
kultivacij e izazxala pove6anje koeficijenta raspodele en{o-p 
-za 
8ro/o, vrednosti ove aktivnosti u
gornjoj faz\ za 37oh, a da nije uticiru nuraspoderu biomase. 
pod istim uslovima, aktivnost
egzo_pu gornjoj fazi jebila 1s pr,u veca,dokje stepen predisienosti bio veci za20oh.
pri ispitivanim konc erfirac\jama fosfata od 0.1 do o.z mol/l rast P. squamosus se
odvijao iskljudivo u donj oi faz\ sistema 5% (w/w) polietilen glikol 4oool 4oh (w/w) sirovi
dekstran , a pr\ 0.2 mol1 fosfata ostvareno je njLno idalno razdvaianje od endo-p, 
uz koeficijent
raspodel e egzo-p, koji je iznosio 1.t2. Najveia kolidina produkovanih aktivnosti endo 
t egzo
tipa (21 .04 U, odnosno 52g2 04 u) ostv afenaje pri 0.1 mol/l fosfata, uz visoke vrednosti
koeficije nata raspodele (3 9 za endo-p, odnosno 0.95 za egzo-p) i najvece stepene
predi*cenosti orih enz\ma (5.gg, odnos.lo 14.36) u gor,joj faz\ sstema. vise vrednosti
koncentracije fosfata (rznadoz*rtn) dinile su medijum viskoznim, i kao takvim, nepodesnim
zarast cel\ia, koje produkuju enzime'
utvrdeno je da povecanje podetnog pH dvofaznog rnedijuma sa vrednosti 5'0 na 7 '0
poboljsava raspoderu egzo-p utti*osti u"go.r1, f?lr, iiazenu kroz koeficijent raspodele 
i
prinos, kao i stepen predisdenosti,, ali je ukuina produkovana aktivnost ovog tipa 
bila mania'
Kultivac rja polyporus squamosus iebila ostv arefiai u vodenom dvofaznom 
sistemu koji
,e sadrLao suve izruL,ene..pir. reza,,ce. sadrLai 
polimera je uticao na morfologiju rasta' tako
da je ona pri nrL\mrr.dnortima udela polim "ti (sy, (w/w) polietilen 
glikol/ 4% (wlw) sirovi
dekstran) imala odlike micelarnog, dok je rast u prisustvu vece kolidine polimera (po 7 '5%
(w/w) oba) bio u formi pereta."i*o J. raspodera endo-p aktivnosti u sistemu 
sa ve6im
sadrZajem polimera pokazivara karakteristike idrln., ukupna produkovana 
aktivnost oba tipa
pektrnaza je bila manja. pradenjem raspodele pekt\naza u sistemu sa t-5oh suvih \zluLenrh
repinih rezanaca, sastava 5o/o (wiw) polietile, glikot I 4% (w/w) sirovi dekstran, utvrdeno 
je da
su postignuti parametri ,uspodele tr9.1s daia kultivacije bili najpovoljniji, 
kako za endo-p
(K"*ao 4.70,Y",do gO.7t%, i.pre(,. 4.261, tako t za egzo-p (K"r'o 2'78' Y"*o 85'24oh' st'pred'
7.98), dok je rast biomase bio ograniden u donjoj fazi sistema. Prisustvo izluilenih repinih
rezanaca. kao dvrste materije, mje nepovoljno uticalo na parametre raspodele pektinaza P.
squaomosus.
Poglavlje ZAKLJUdAK sadrhi sumarni pregled reaLizaclje postavljenih ciljeva,
odnosno pregled zakljudaka, koji proiz\laze iz rezultata rada na problematici ove doktorske
disertacije.
ZAKLJUCA.X I PREDLOG
Na osnovu iz\oLenog Komisija zakljuduje da renfltatl do kojih je kandidat mr Mirjana
G. Antov doSla u svojim istra1ivanjima, predstavljaju originalan i zna(,ajan doprinos izudavanju
raspodele enzima v vodenim dvofaznim sistemima, pri demu treba istaci da je ovo prvo
istraZivanje raspodele pektinaza u ovakvim sistemima. IstraZivanje produkcije i raspodele
pektrnaza u dvofaznim kultivacionim sistemima, lJZ istovremenu separaciju biomase, poznate
kao proteinski vredne, prvZa mogu6nost primene rezultata ove disertacije i u praksi. Kandidatje pokazao zavidan nivo u naudnom pristupu tstraLivanjima, obradi rezultata i njihovom
prrkaziv anj u i di skusij i.
Imaju6i ovo u vidu, Komisija pozitivno ocenjuje doktorsku disertaciju kandidata mr
Mirjane Antov, asistenta Tehnolo5kog fakulteta u Novom Sadu, pod nazivom "RASPODELA
PEKTIN AZA U VODENIM DVOFAZNIM SISTEMIMA" i predlaLe Nastavno-naudnom
veiu Tehnololkog fakulteta u Novom Sadu da prihvati ovu ocenu, odredi datum i pozove
kandidat a na usmenu javnu odbranu.
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